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 对虾白斑综合症病毒 white spot syndrome virus WSSV , 是近年来危害
我国乃至世界各地沿海地区人工养殖对虾的主要病毒病原之一 WSSV 具有毒
力强 宿主范围广的特点 对虾白斑病的暴发给我国乃至世界对虾养殖业带来
了严重的损失 同时也对生态环境造成了潜在的威胁 WSSV 是一种具囊膜
无包涵体的杆状型 DNA 病毒 但目前的基因组序列和遗传进化分析都表明
WSSV 可能属于一类新的病毒家族 本文对 WSSV 基因组中的编码读框 open 
reading frame,ORF wsv112 进行了研究分析 预测其为病毒的 dUTPase 基因
命名为 w-dut 计算机序列分析表明 w-dut 全长 1383bp 编码 461 个氨基酸残
基 其 N 端与其他物种的 dUTPase 有很高的同源性 且包含典型同源三聚体
dUTPase 所特有的五个保守基序 运用 RT-PCR 对 w-dut 在 WSSV 侵染宿主过
程中的转录情况进行分析 发现病毒感染宿主后的第 8 小时 w-dut 基因即开始
转录 判定此基因为病毒的早期基因 RACE 结果表明在 WSSV 感染的早期
w-dut 转录的 5 端和 3 端分别位于预测基因的上游 70nt 和下游 112nt 同时
根据序列分析的结果选择 w-dut 基因 5 端 528bp 部分片段进行异源表达 用
获得的重组蛋白 rW-DUT 制备抗体进行 Western Blot 结果显示 w-dut 基因的
产物为一 24kD 蛋白 推测此基因在翻译过程中发生了剪切修饰 进一步对
rW-DUT 进行酶催化功能的研究 表明其确能特异且高效的催化 dUTP 水解
Km 值为 1.2μM 并且以同源三聚体的形式存在并发挥功能 具典型的同源三
聚体 dUTPase 的性质 由此证明 w-dut 编码一大小为 24kD 的 dUTPase  
 
 





















 White spot syndrome virus (WSSV) is the causative agent of WSS that is 
highly virulent in penaeid shrimp and can also infect most species of crustacean. It 
is a double-stranded DNA virus which contains an icosahedral capsid and the 
largest animal virus genome of 305kb. Its genetics analysis and morphological 
characteristics strongly suggest that WSSV is a distinct virus that does not belong to 
any of the currently recognized virus families. The WSSV ORF wsv112 was 
predicted to encode a protein of 461 amino acids and its N terminal part including 
five conserved motifs was significant homologous to dUTPase. So we named this 
gene as w-dut.  The w-dut gene transcript was first detected by RT-PCR analysis at 
8h postinfection in WSSV infected crayfish. RACE analysis showed that the 5
-terminus of w-dut transcript located at 70nt upstream of the predicted ATG 
initiation codon and the 3 -terminus located at 112nt downstream of the predicted 
terminal codon. And when antibodies was raised in mouse against the partial gene’s 
in vitro translation product (recombinant W-DUT, rW-DUT), Western Blot showed 
that the natural product of w-dut was 24kD. This implied that w-dut was probably 
modified after translation. The 23kD rW-DUT was a trimeric dUTPase that could 
catalyze the hydrolysis of dUTP into dUMP and was highly specific for dUTP with 
an apparent Km of 1.2μM. All the results suggests that w-dut encodes a 24kD 
functional dUTPase. 
 
Ker words:  white spot syndrome virus (WSSV) WSSV ORF wsv112  






















actin   肌动蛋白基因 
Amp   Ampicillin 氨苄青霉素 
BSA   bovine serum albumin 牛血清白蛋白 
dut   dUTPase 基因 
dUTPase  dUTP nucleotidohydrolase 尿嘧啶脱氧核糖核苷三磷酸核苷水解酶 
EDTA  thylene minetetraacetic acid 乙二胺四乙酸 
FPLC   fast protein liquid chromatography 
h.p.i   hours post-infection 
IPTG   异丙基- -D-半乳糖苷 
min   minute 分钟 
mRNA  messager RNA 信使 RNA 
ORF   open reading frame 开放阅读框 
RACE  rapid amplification of cDNA end 
RT-PCR  reverse transcriptase-PCR 
s    second 秒 
UNG   uracil-DNA glycosylase 尿嘧啶 DNA 糖苷酶 
WSS   white spot syndrome 对虾白斑综合症 





























对虾养殖具有较高的经济效益 世界对虾养殖业自 50 年代开始以惊人的速
度增长 对虾的消费需求以每年 7 9 递增[1] 然而 80 年代以来 对虾病害
的发生使不少国家和地区的对虾大规模减产 尤其是自 1993 年以来 由于病
毒性病原的影响 全球范围内的养虾业遭受很大的经济损失 尽管一些研究表
明 目前对虾病毒只在甲壳纲动物(crustaceans)中存在 且对人类和其他生物的
生命健康不构成威胁 但其对水产养殖业和对虾养殖业的影响仍然是巨大的[2, 3, 




对虾养殖业造成危害的病毒中以对虾白斑综合症病毒 white spot syndrome 
virus,WSSV 为常见 造成的经济损失也 大 至今为止 WSSV 的流行期
已长达十余年 感染此病毒的发病对虾的典型表征为体色发红 空胃 甲壳易
剥离且不粘表皮 部分病虾甲壳呈现白斑 俗称白斑病 white spot syndrome
WSS [6] 它除了侵染绝大多数种类的对虾之外 还可侵染淡水及海洋生态系
统中多种蟹类 龙虾类 端足类 水蝇类等甲壳纲动物 具有较广泛的宿主范
围[7] WSSV 毒力强 感染对虾 3 7 天内可导致高达 90 100 的致死率[8]




病毒(Penaeus monodon Non-occluded Baculovirus, PmNOBV) 但随后他们又改















WSSV 持续危害台湾对虾养殖业 造成很大的损失 并迅速传播至东南亚地区
[12] 1993 1994 年开始在全国沿海养殖对虾中蔓延并大规模暴发的流行性疾
病 其中主要的病原就是 WSSV 迄今为止 在北美 南美 欧洲和澳洲都报




250-300nm 75-100nm 直径约 90 100nm 无包涵体 病毒粒子的 外层是
由 2 层单位膜组成的囊膜 两膜之间有较宽阔的间隙 囊膜的一端延伸成长尾
状 紧接囊膜向内是核衣壳 病毒的衣壳结构为螺旋排列的亚单位形成的圆柱
体 螺旋与衣壳长轴垂直 螺距 30nm 衣壳螺旋由籽粒构成 每个籽粒单位
由 2 个边缘颗粒和 1 个中间颗粒组成 核酸存在于衣壳中 图 1 病毒粒子可
以存在于对虾的细胞核或者细胞质中 但以细胞核中居多  
                                                            
 
 




虾的鳃组织 胃和肠上皮细胞及粘膜下层结缔组织 淋巴器官 触角腺 心脏
肝胰腺及尾扇等组织器官中都发生了不同程度的病变 在肌肉组织中病毒较
少 但在病毒感染严重时 肌肉中也会出现较多的病毒粒子[16,17,18] 在对虾的
各种组织中 WSSV 主要侵染皮下组织 造血组织 结缔组织等 感染病变的
对虾组织细胞表现为 病毒的复制和装配在细胞核内进行 因而核仁消失 染

















首先 病毒粒子与细胞表面特异受体结合后 病毒膜蛋白(envelope protein)介
导病毒膜与宿主细胞膜融合 病毒进入细胞 在向核移动过程中 核衣壳蛋白
逐渐降解 病毒DNA通过核孔进入宿主细胞核 接着 病毒DNA在细胞核内
复制和转录 进行病毒的组装 病毒DNA首先出现在染色质的边缘 引起细胞
核增大 病毒的形态形成始于膜在核质中的再形成以及分割的 空长管的精密
形成 这些小管形成裸露的核衣壳 然后膜包被衣壳 核蛋白通过开口端进入
衣壳 当核心形成后 包膜(envelope)在开口端收缩 形成成熟病毒粒子的顶端
尾 无包涵体的病毒粒子形成后 病毒穿过核膜和细胞膜 细胞破坏后释放出
病毒粒子再感染  












 发现 WSSV 之后 对此病毒的研究主要集中在形态结构 组织病理 病毒
检测等方面 随着病毒研究的深入 迫切的需要从分子水平揭示 WSSV 的致病
机理 然而 WSSV 分子生物学研究面临的 大困难是没有适合对虾病毒培养的
细胞系 至今为止较为深入的研究都是通过用感染 WSSV 的对虾组织制备的病
毒粗提液感染健康的活体对虾 这种方法需要的对虾多 耗时长 成本高 而
且还受到许多个体差异和不确定环境因素等的影响 因此研究者一直在寻找适















早考虑使用昆虫细胞进行 WSSV 的培养 结果并不成功 即使是与昆虫杆状
病毒同科的对虾杆状病毒(Baculovirus penaei BP)在昆虫细胞里进行培养也没
有取得成功[24] 鲤鱼的非整倍体细胞系 鲤鱼上皮乳头状瘤细胞(Epithelioma 





 由于缺乏合适的增殖 WSSV 的细胞系 目前大多依赖于人工感染对虾活体
增殖病毒 Maeda M 27 等以肌肉注射和口服的方法人工感染克氏螯虾 发现
WSSV 能在螯虾中感染增殖 并达到高死率 以克氏螯虾作为 WSSV 的实验
宿主进行病毒研究 其组织病理学特征以及从螯虾中提取的病毒粒子的特征都
与对虾中的状况一致 28 29 由于养殖对虾条件苛刻 使得在实验室研究 WSSV
难度加大 而克氏螯虾具有市场价格低廉 室内人工喂养容易等优点 用其替
代对虾作为 WSSV 感染的宿主 是研究 WSSV 的良好的病毒增殖体系  
由于没有适合对虾病毒培养的细胞系 要纯化对虾病毒 必需收集大量的
感染对虾 从中提取病毒粒子及其 DNA WSSV 的纯化技术 早于 1995 年由
Wang 等报道[9] 他们收集感染了 WSSV 的斑节对虾 对病毒粒子进行初步的
分离纯化 并提取了粗提病毒的基因组 DNA 研究表明该病毒具有双链 DNA
至少有 22 个 Hind III 酶切位点 大小超过 150Kb 但该方法在纯化过程中存在
病毒粒子得率低 病毒 DNA 不完整等问题 Lo 等[11]在 Wang 等所获得的 WSSV
基因组 DNA 片段的基础上 将无对虾基因组 DNA 污染 的病毒 DNA 用 Sal 
I 酶切后 克隆在质粒 pUC19 中 构建成第一个对虾白斑综合症病毒基因组
DNA 文库 1997 年 国家海洋局第三海洋研究所海洋生物遗传资源重点实验
室提出一种快速有效提取 纯化病毒核衣壳及其完整基因组 DNA 的方法[30]
解决了以往方法中病毒得率低的问题 突破了以往病毒纯化分离技术的瓶颈环
节 利用该方法首次获得了纯的完整病毒基因组 DNA 构建了完整的 WSSV
基因组 DNA 文库和 cDNA 文库 并完成了病毒基因组 DNA 全序列测定和序
列分析的工作[31] 结果表明 WSSV 基因组是环状双链 DNA 大小为 305107bp















点 G+C 含量为 41% 整个基因组序列中 所有的预测开放阅读框(open reading 
frame ORF)共 531 个 其中 181 个 ORF 可能编码功能性蛋白 约 80%(约 140
个 ORF)拥有真核生物 polyA 加尾信号 AATAAA 而另外的约 20%则没有 预
测的 181 个 ORF 中 有 36 个基因的转录已经在 cDNA 文库中得到了证实或者
已报道编码功能性蛋白 另有 52 个 ORF 的转录已经通过反转录 PCR(RT-PCR)
得到证实 此外在对虾白斑综合症病毒基因组预测的编码蛋白中 只有 18 个
ORF 能在数据库中(GenBankTM Database)搜索到与之同源的来自于其他生物的
已知蛋白 相似性为 40-68% 其中主要包括  
1  涉及核苷代谢的酶类 dUTPase 胸腺嘧啶核苷酸合成酶 (thymidylate 
synthase, TS) 核糖核酸还原酶大小亚基(ribonucleotide reductase large and 
small subunit  RR)[47,48] 胸腺嘧啶核酸激酶(thymidylate/thymidine kinase
TK-TMK)[51] 其中以胸腺嘧啶核苷酸合成酶的同源性 高 它与来自于人
的胸腺嘧啶核苷酸合成酶的相似性达到 67%  
2  涉及 DNA 复制与转录的蛋白 DNA 聚合酶(DNA polymerase) TATA 框结
合蛋白(TATA-box binding protein TBP) CREB 结合蛋白(CREB-binding 
protein CBP) 核酸酶 nuclease 螺旋酶(helicase) 蛋白激酶(protein kinase
PK)  
3  结构蛋白 类胶原蛋白 collagen-like protein 病毒膜蛋白 VP26 VP28
VP466 DNA 结合蛋白  
4  蛋白基序 motif 在 WSSV 基因组编码的 ORF 中还发现了一些高度保守
的蛋白基序 如 锌指(zinc finger)结构 亮氨酸拉链(leucine zipper)结构
Ringer-H2 finger 结构 EF-hand 钙离子结合结构 这些基序在真核和原核
生物中普遍存在 在控制细胞功能上起重要的作用 是否 WSSV 编码的拥
有这些基序的蛋白质也具有相似的功能需要进一步的确证[39-45]  
在此之前 在已知的对虾病毒中 只有托拉病毒(TSV) 的基因组完成了全
序列测定工作 且该病毒为RNA病毒 WSSV是第二个被揭示基因组全序列的
对虾病毒 也是目前 大的已知基因组全序列的动物病毒 此后 荷兰和台湾
的研究者也分别测定了WSSV泰国分离株和台湾分离株的全基因组序列 基因

















34 35 都一致地表明 来自于世界各地的WSSV病毒株间的遗传差异是很小的
近的研究发现 WSSV基因组DNA上存在缺失热点 病毒在自然条件下的增
殖过程中出现4.6kb至8.1kb DNA片段的缺失 片段缺失的病毒株较原始病毒株
毒力下降 [36]  
缺乏适合对虾病毒培养的细胞系阻碍了 WSSV 分子生物学研究 尤其是在
进行病毒的基因功能以及基因调控研究时 工作难度很大 到目前为止 除确
定了一些结构蛋白包括 VP28 VP26 VP19 等 41 42 43 已明确其功能的基因
只有核糖核酸还原酶(ribonucleotide reductase RR)基因 37 38 和胸腺嘧啶核酸
激酶(thymidylate/thymidine kinase TK-TMK) 39 40 基因 研究表明 rr 和 tk-tmk
基因都属于病毒的早期基因 在病毒感染后的 4-6h 即可检测到特异基因的转
录 感染病毒后 36h 的对虾鳃组织中 RR 活性明显增高 感染病毒后 60h 的 对
虾鳃和膜组织中可检测到 TK 活性的提高 虽然预测 WSSV tk-tmk 基因可能是
一个融合基因 同时具有 TK 和 TMK 的功能 但是重组 TK-TMK 只能催化 T
磷酸化为 TMP 不能进一步催化 TMP 磷酸化为 TDP 或 TTP 仅具 TK 功能而
缺乏 TMK 活性  
WSSV 虽然具有杆状病毒 Baculovirus 的外形 但是对几个已知的病毒
基因和蛋白的研究以及对全基因组序列的分析都表明 它与杆状病毒和其他病
毒家族成员同源性较低 并不属于杆状病毒科 而是一种新的病毒 Vlak 等提
出将其命名为 Whispovirus 44 由于 WSSV 毒力强 宿主范围广的特点 更重
要的是人们对此病毒分子水平的了解不足 目前还难以对对虾白斑病进行有效
的预防和控制 要彻底的攻克 WSSV 同时也为了了解这一新的病毒种类 更
需要从分子水平入手进行功能基因组的研究  
 
2. dUTPase 研究进展 
 
尿嘧啶脱氧核糖核苷三磷酸核苷水解酶 (dUTP nucleotidohydrolase
dUTPase)是生物体内核苷代谢中的一种重要水解酶类 也称为 dUTP 
















脱氧核糖核苷单磷酸 dUMP 图 2 反应发生时由水分子亲核攻击 dUTP
上的 磷原子 引起 磷原子与 磷原子间的磷酯键断裂 同时反应需要二价
阳离子作为辅助因子 45  
 
 
图 2  dUTPase 催化 dUTP 水解的示意图 
 
1961 年 Bertani 等 46 首次在 Escherichia coli 抽提液中发现 dUTPase 活性
此酶以 dUTP 为特异性底物 Mg2+能够促进酶促反应 与此同时 Greenberg 和
Somerville 47 也发现了 E.coli 中的 dUTPase 活性 而在受噬菌体 T4 感染后则
出现了新的 dCTPase dUTPase 活性 1978 年首次从 E.coli 中纯化得到天然的
dUTPase 48 第一个已知的 dUTPase 基因 dut 也来自于 E.coli 49 50 迄今
为止 在动物 51 52 53 植物 54 真菌 55 细菌 48 56 以及病毒 57 58 等许多
物种中都发现了 dUTPase Genbank 中收录的 dUTPase 基因序列已达到 67 条
















2.1 dUTPase 的生物学功能 
dUTPase 在自然界中的广泛分布说明了此酶的重要作用 实验表明 60 61
dUTPase 是原核生物和真核生物细胞生存所必需的 dut 突变对 E.coli 和
Saccharomyces cerevisiae 细胞都是致死的 在许多真核生物细胞中 dUTPase
水平是受细胞周期和细胞分化调节的 54 55 62 如在葱属植物根部的分裂组织
细胞群中 S 期细胞中的 dUTPase 保持在高水平 G1 期和 G2 期细胞中则检测
不到 dUTPase 活性 而根成熟部分的已分化细胞中也无 dUTPase 活性 在人
的成熟 T 细胞中表达磷酸化的 dUTPase 而未成熟胸腺细胞中则同时存在高水
平的磷酸化和未磷酸化的 dUTPase 白色假丝酵母 Candida albicans dUTPase
的表达受其 5 端的依赖于细胞周期的 MCB 调控元件的调节 若将此元件缺
失则引起 dUTPase 转录量锐减 dUTPase 对于某些病毒的高效复制也起着重要
作用 63 用 dut 缺失突变的马传染性贫血病毒感染宿主所复制产生的病毒量比
野生毒株低 10 100 倍 这可能是由于病毒 初侵染的宿主细胞如未分化细胞
中 dUTPase 含量低 需要依靠病毒自身的 dUTPase 才能使病毒有效的复制
而对有些病毒而言 dUTPase 本身就是构成病毒毒力的重要组成部分,如疱疹病
毒的 dUTPase 是构成对宿主细胞的神经毒性和神经侵袭能力的成分[64]  
dUTPase 催化的 dUTP 水解反应是生物体中从头合成 dTTP 途径的一部分
图 3 水解产物 dUMP 经甲基化变为 dTTP 而 dTTP 又是合成 DNA 的主
要成分之一 可是在许多生物体如真核生物中缺乏 dCTP 去氨基酶 实际上是
直接将 dCMP 转化为 dUMP 因此并不利用 dUTPase 从头合成 dTMP 但不论
生物体通过何种途径合成 dUMP dUTPase 总是保守的 这就说明为 DNA 合
成提供原料并不是 dUTPase 的主要功能 细胞中的 dUTP 主要通过两种方式被
消耗 被 dUTPase 催化水解为 dUMP 由于 DNA 聚合酶不能够区分 dUTP 与
dTTP dUTP 会在 DNA 合成及修复过程中与 dTTP 竞争掺入 DNA 中 当 DNA
中错误的掺入了 U 时 会引发由尿嘧啶 DNA 糖苷酶 uracil-DNA glycosylase
UNG 引导的碱基切除修复过程 base-excision repair process UNG 识别 DNA
中的尿嘧啶碱基 接着由 AP-核酸内切酶 AP-endonuclease 将其切除产生脱
碱基位点 再由 DNA 聚合酶和 DNA 连接酶将缺口补齐 若此时细胞中
dUTP:dTTP 的比率较高 尿嘧啶就会再次掺入 DNA 中 于是进行 U 掺入和碱




















水解过程使细胞中 dUTP 相对于 dTTP 保持在很低的水平 从而防止尿嘧啶错
误掺入染色体 DNA 中 维持了生物体的相对稳定[65] 研究发现[66],采取人为措
施抑制 dUTPase 的活性或者对编码 dUTPase 的基因进行缺失或改构,可使细胞
的染色体DNA重组和变异频率加快 从而使染色体中短片段DNA增多或DNA
解链,并 终导致细胞死亡 近的研究 67 表明 用于肿瘤治疗的胸苷酸合成
酶 TS 抑制剂产生细胞毒性的分子机制也是由于 TS 受抑制 造成 dUTP 累
积和 DNA 损伤 终杀死肿瘤细胞 因此 dUTPase 被认为是抗病毒和抗肿瘤
药物设计的新靶点 68 69  
 2.2 dUTPase 的结构与性质 
目前已知的 dUTPase 根据其活性形式大致可分为三类 同源三聚体 同源
二聚体和单体 其中同源三聚体形式 为普遍 绝大多数 dUTPase 属于此类
亚基的大小平均约为 150 个氨基酸 英国学者 McGeoch[70]在比较了不同来源
的 dUTPase 的氨基酸序列后发现 虽然它们的分子量大小不同 但其氨基酸序















图 4  不同物种 dUTPase 的序列比较 所有序列中都存在的保守残基以黑底白字体显
示 只存在于部分序列中的保守残基以灰底黑字体显示 不同进化群中特殊的保守残基以
灰底白字体显示 5 个保守基序的位置标在序列上方 序列名称代码 DMEL, Drosophila 
melanogaster; HSAP, Homo sapiens; RNOR, Rattus norvegicus; LESC, Lycopersicon 
esculentum; CELE, Caenorhabditis elegans; CALB, Candida albicans; SCER, 
Saccharomyces cerevisiae; MTUB, Mycobacterium tuberculosis; MLEP, Mycobacterium 
leprae; ECOL, Escherichia coli; HINF, Haemophilus influenzae; CBUR, Coxiella 
burnetii; ORFV, ORF virus; AVAD, avian adenovirus; VACV, vaccinia virus; CPOX, 
cowpox virus; VARV, variola virus; OBAC, Orygia pseudotsugata baculovirus; EIAV, 
equine infectious anemia virus; 1FIV, feline immunodeficiency virus (strain Oma); 
VISV, visna virus; CAEV, caprine encephalitis virus;MPMV, Mason-Pfizer virus;MMTV, 
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